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As feridas, definidas como um quadro de ruptura da estrutura anatômica da pele, 
podem ser classificadas em crônicas ou agudas. As crônicas, cada vez mais frequentes, 
causam morbidade, amputações e podem, até mesmo, resultar em mortalidade. O 
tratamento das feridas que não cicatrizam tem sido um grande desafio no campo médico 
atualmente. Vários estudos e registros hospitalares ao redor do mundo têm mostrado 
que a Terapia Larval (TL) pode ser uma promissora opção para o tratamento de feridas 
de diversas etiologias, em especial aquelas pouco ou não responsivas às terapias 
convencionais. Além do desbridamento e da remoção do tecido desvitalizado, as larvas 
podem promover a desinfecção da ferida, através da liberação de componentes 
antimicrobianos de suas exossecreções (ESs), e estimular a formação do tecido de 
granulação. A investigação de ações bactericidas e/ou bacteriostáticas dos fluídos 
produzidos por moscas necrófagas tem sido impulsionada devido à emergência de 
bactérias multirresistentes. Levando em consideração que larvas de moscas são, por 
vezes, difíceis de serem transportadas até os locais onde serão aplicadas nos pacientes e, 
adicionalmente, podem exigir um certo treinamento, por parte dos profissionais da área 
da saúde para aplicação, o uso das ESs são uma solução bastante promissora para 
minimizar estes problemas. Assim, no presente estudo objetivou-se: (i) avaliar in vitro a 
estabilidade das ESs de larvas de Cochliomyia macellaria (Fabricius) sob diferentes 
condições de armazenamento levando em conta o tempo de extração (0, 7 e 14 dias) e a 
temperatura em que foram mantidas (ambiente, 10ºC, -20ºC e -80ºC) para inibir o 
crescimento de Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa, bactérias 
frequentemente encontradas em feridas de difícil cicatrização; (ii) avaliar in vivo 
distintas abordagens para o tratamento de feridas tais como: por TL clássica (isto é, a 
partir do uso de larvas), por ESs larvais de C. macellaria, e por papaína em gel. As ESs 
estéreis e com concentração de 0,1 mg/mL de proteínas foram obtidas de larvas de 
terceiro estádio mantidas em laboratório. Nos ensaios turbidométricos a 37ºC, as 
densidades óticas (DO540) foram aferidas a cada uma hora no intervalo de 0-6h e após 
24h. As ESs apresentaram propriedades termoestáveis, que facilitam a viabilização de 
estudos clínicos randomizados e dão subsídios para o desenvolvimento de um agente 
tópico para tratar feridas. O experimento in vivo confirmou o potencial terapêutico do 
uso de larvas e ESs de C. macellaria no tratamento de feridas infectadas. Futuros 
isolamentos e caracterizações dos componentes cicatrizantes e antimicrobianos das ESs 
são promissores para que a TL constitua uma opção de tratamento, com maior aceitação 
por parte dos profissionais da saúde e dos pacientes. 
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Wounds, defined as a breakdown of the anatomical structure of the skin, can be 
classified as chronic or acute. Increasingly frequent chronic conditions cause morbidity, 
amputations and may even result in mortality. The treatment of non-healing wounds has 
been a major challenge in the medical field today. Several studies and hospital registries 
around the world have shown that Larval Therapy (TL) may be a promising option for 
the treatment of wounds of diverse etiologies, especially those that are unresponsive to 
conventional therapies. In addition to debridement and removal of devitalized tissue, 
larvae may promote wound disinfection by releasing antimicrobial components from 
their exosecretions (ESs), and stimulating the granulation tissue formation. The 
investigation of bactericidal and/or bacteriostatic actions of fluids produced by 
necrophagous flies has been boosted due to the emergence of multiresistant bacteria. 
Taking into account that fly larvae are sometimes difficult to transport to the places 
where they will be applied in the patients and, additionally, may require a certain 
training, from the health professionals for application, there are in the ESs a very 
promising solution to minimize these problems. Thus, in the present study the objective 
was to: (i) evaluate in vitro the stability of the ESs of Cochliomyia macellaria 
(Fabricius) larvae under different storage conditions taking into account the extraction 
time (0, 7 and 14 days) and the temperature at which they were (environment, 10 ° C, -
20 ° C and -80 ° C) to inhibit the growth of Staphylococcus aureus and Pseudomonas 
aeruginosa, bacteria frequently found in wounds that are difficult to heal; (ii) to 
evaluate in vivo different approaches for the treatment of wounds such as: by classical 
TL (ie, from the use of larvae), by ES larvae of C. macellaria, and by papain gel. ES 
were obtained from early third-instar maggots, sterilized and tested in 96-microplate 
Turbidometric assay (OD540) against S. aureus (ATCC 25923) and P.aeruginosa 
(ATCC 27853). Readings were done at 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h and 24h after 
incubation at 37°C. C. macellaria maggot’s ES with 0,1 mg/mL total protein 
concentrations were tested. The ESs presented thermostable properties, which facilitate 
the viability of randomized clinical studies and give subsidies for the development of a 
topical agent to treat wounds. The in vivo experiment confirmed the therapeutic 
potential of the use of C. macellaria larvae and ESs in the treatment of infected wounds. 
Future isolation and characterization of the healing and antimicrobial components of 
ESs are promising for TL to be a treatment option, with greater acceptance by health 
professionals and patients. 
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Feridas são lesões que interrompem a continuidade da estrutura anatômica da pele e 
de tecidos adjacentes causada por traumas, queimaduras, protozoários, intervenções 
cirúrgicas ou em consequência a patologias sistêmicas, tais como, diabetes e 
insuficiência vascular (Declair, 2002). Geram grande ônus psicossocial e econômico aos 
pacientes acometidos e impactam no sistema de saúde devido à alta e crescente 
prevalência (Medeiros et al., 2018).   
Os avanços tecnológicos na medicina aumentaram a expectativa de vida da 
população, tornando cada vez mais frequentes doenças crônicas que prejudicam a 
cicatrização de feridas (Sherman, 2009). No Brasil, cinco milhões de pessoas são 
acometidas por feridas que geram grande morbidade e destas, 200 mil acabam sendo 
afastadas, de maneira temporária ou permanente de seus trabalhos, constituindo a 14a 
maior razão para isso (Brasil, 2015). 
O complexo processo de reparo tecidual, desencadeado após a formação de uma 
ferida, é ativado por mediadores químicos devido à presença de fragmentos celulares, 
microrganismos, alterações físico-químicas nas áreas lesionadas e adjacentes. 
Fisiologicamente, a cicatrização transcorre em três fases parcialmente sobrepostas: (i) 
inflamatória, (ii) proliferativa e (iii) maturação. A primeira envolve processos 
relacionados à hemostasia e produção de citocinas inflamatórias que atraem células 
fagocíticas. Na segunda fase ocorre o preenchimento da ferida com tecido de granulação 
e cobertura epitelial. Este processo inclui a migração de células endoteliais, o acúmulo 
de fibroblastos e a neovascularização da região. Ao final dessa fase, o tecido de 
granulação é substituído por colágeno produzido por fibroblastos, e a proliferação de 
queratinócitos contribui para que ocorra a contração e, consequente, diminuição da 
lesão. A terceira fase envolve etapas sucessivas de produção, degradação e orientação 






Feridas em que a resposta imunológica não acontece, não evoluem por entre as 
fases da cicatrização e persistem estagnadas na fase inflamatória do reparo tecidual 
(Nwomeh et al., 1998). Tais lesões são refratárias a diversos tipos de tratamentos e 
abordagens terapêuticas, podendo ocorrer devido: a) perda extensiva de tegumento; b) 
presença de tecido necrosado e/ou insuficiência circulatória; c) associação com 
patologias sistêmicas; d) presença de micro-organismos patogênicos que impedem ou 
dificultam o reparo tecidual (Ferreira et al., 2006). Atualmente, distintas abordagens 
para o tratamento de feridas têm dado mais atenção à resolução de problemas 
associados com as patologias sistêmicas e ao controle microbiano. 
 
1.2 Micro-organismos patogênicos 
 
Feridas tegumentares não tratadas adequadamente, e com a presença de tecido 
desvitalizado e necrosado, constituem ambiente propício à colonização de bactérias 
patogênicas, as quais, por sua vez, são prejudiciais ao processo de reparação tecidual 
(Van Der Plas et al., 2007; Ladion et al., 2015). A maioria das doenças infecciosas tem 
sido tratada com antimicrobianos, contudo, esta estratégia pode ser ineficaz quando os 
micro-organismos exibem resistência a drogas, ou em casos onde as bactérias estão 
presentes em biofilmes (Serra et al., 2015).  
Os biofilmes bacterianos são constituídos por uma comunidade estruturada de 
células aderentes a uma superfície (inerte ou viva) embebidas numa matriz de 
exopolissacarídeo, que protege os micro-organismos da ação de antimicrobianos, 
células e moléculas do sistema imune (Van Der Plas et al., 2007; Rickard et al., 2003). 
Não se trata apenas de camadas viscosas contendo micro-organismos, mas sim de 
sistemas biológicos altamente organizados nos quais as bactérias estabelecem 
comunidades funcionais estruturadas e coordenadas (Rickard et al., 2003). A ocorrência 
de micro-organismos formadores de biofilmes no ambiente hospitalar tem sido cada vez 
mais usual no mundo todo (Pinheiro, 2006). 
Estudos utilizando técnicas moleculares demonstraram que biofilmes patogênicos, 
em feridas de difícil cicatrização, possuem a predominância das bactérias Pseudomonas 




Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa representam os micro-
organismos patogênicos mais comumente encontrados em feridas crônicas de membros 
inferiores e, frequentemente, desenvolvem biofilme resistente à anti-microbianos (Serra 
et al. 2015).  
Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aeróbico Gram-negativos, que habita uma 
grande variedade de nichos ecológicos, tais como, solo, água, vegetais, animais, 
podendo ser isolados de pele, fezes e garganta de humanos hígidos (Ladion et al., 
2015). Está entre os patógenos classificados como “críticos” pelo World Health 
Organization (WHO) em que há necessidade urgente de pesquisa para o 
desenvolvimento de drogas para que inibam o seu crescimento, pois possui baixa 
exigência nutricional, tornando-se um dos agentes mais importantes nas infecções 
hospitalares (Botelho et al., 2019).  
Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, presente na microbiota da 
pele e narinas humanas, que coloniza feridas com facilidade, sendo o agente patogênico 
mais frequentemente encontrado em feridas crônicas (Mohamed, 2015). Constitui ainda 
o segundo patógeno mais frequente em infecções hospitalares (Ladion et al., 2015) e 
possui grande capacidade de gerar resistência antimicrobiana, como é o caso das cepas 
resistentes à meticilina (MRSA) e à vancomicina (VRSA) (Arora et al., 2010). 
Indivíduos debilitados, imunossuprimidos e portadores de doenças crônicas podem 
desenvolver quadros graves associados à disseminação hematogênica deste 
microrganismo a partir de um foco de infecção, geralmente localizado na pele (Trabulsi 
et al., 1999).  
 
1.3 Instrumentos para avaliação de feridas 
 
A avaliação das condições da ferida é essencial para definir a conduta terapêutica 
mais apropriada. Existem diferentes instrumentos que auxiliam os profissionais da 
saúde a realizarem o registro periódico das principais características presentes na lesão, 
e entre os mais amplamente utilizados estão: Bates-Jensen Wound Assessment Tool 





O BWAT é uma reformulação do Pressure Sore Status Tool (PSST), desenvolvido 
em 1990, para avaliar úlceras de decúbito (Alves et al., 2015). Em 2001, o instrumento 
sofreu modificações para poder ser utilizado em feridas de outras etiologias e, 
atualmente, possui 13 parâmetros relacionados ao tamanho, profundidade, bordas, 
descolamento, tipo e quantidade de tecido necrótico, tipo e quantidade de exsudato, 
edema ou endurecimento do tecido periférico, cor da pele na região periférica da ferida, 
presença do tecido de granulação e de epitelização. A escala de avaliação é medida por 
cinco pontos, onde 1 indica a melhor condição da lesão e 5, a pior condição. O escore 
total é obtido pela soma de todos os itens e as maiores pontuações indicam as piores 
condições da ferida (Alves et al., 2015).  
O PUSH foi desenvolvido pela entidade norte americana National Pressure Ulcer 
Advisory Panel para acompanhar a evolução clínica de úlceras de decúbito, mas no 
Brasil foi adaptado e validado para o acompanhamento de feridas na perna de maneira 
geral (Almeida et al, 2014). O instrumento considera três principais parâmetros para 
avaliação do processo de cicatrização: a) extensão da área da lesão; b) quantidade de 
exsudato; c) aparência e tipo do tecido presente no leito da ferida. Tais tecidos 
correspondem aos escores 0 (ferida fechada), 1 (tecido epitelial), 2 (tecido de 
granulação), 3 (esfacelo) e 4 (tecido necrótico). Escores maiores indicam piores 
condições da lesão e escores menores indicam melhora no processo de cicatrização 
(Almeida et al., 2014).  
O SWHT foi desenvolvido por Sussman e Swanson (1997) e é um instrumento 
capaz de monitorar a eficácia de técnicas de fisioterapia no processo de reparação 
tecidual em lesões por pressão. Essa ferramenta está dividida em duas partes e leva em 
consideração aspectos relacionados à localização da ferida, tipo de tecido, profundidade, 
além de analisar as fases da cicatrização.  
 
1.4 Tratamento de feridas infectadas 
 
A indústria farmacêutica disponibiliza diversos produtos capazes de auxiliar no 
desbridamento, na inibição de micro-organismos patogênicos e/ou de promover um 




tópicos mais frequentemente indicados no tratamento de feridas infectadas são: ácidos 
graxos essenciais (AGE), mel, sulfadiazina de prata e papaína (Santos et al., 2011).  
Os AGE são triglicerídeos de cadeia média que atuam promovendo a proliferação 
celular, neoangiogênese, auxiliam no desbridamento autolítico e inibem o crescimento 
de Staphylococcus aureus (Declair, 1998; Hamú, 1999). O mel, além de constituir uma 
barreira física aos microrganismos, inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e 
Gram-positivas por promover efeito osmótico (Ferreira et al., 2003). A sulfadiazina de 
prata é composto por nitrato de prata e sulfadiazina de sódio, que possuem efeito 
inibitório contra Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella sp., Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans (Ferreira et al., 2003). A 
papaína consiste num complexo de enzimas proteolíticas e peroxidase, obtido do látex 
do mamão papaia (Carica papaya). Além de ser agente desbridante, possui ação anti-
inflamatória e reduz o pH do leito da ferida, estimulando a produção de citocinas, as 
quais promovem a proliferação celular e tornam o ambiente desfavorável ao 
crescimento de micro-organismos patogênicos (Leite et al., 2012). 
 
1.5 Terapia Larval 
 
Há centenas de anos, algumas sociedades têm reconhecido os benefícios das 
larvas de moscas para a cicatrização de feridas infectadas. Existem evidências de que 
esta prática era utilizada por tribos nativas da Austrália, povos do norte da Birmânia, e 
possivelmente os povos maias da América Central (Sherman et al., 2000). Durante a 
Primeira Guerra Mundial, nos campos de batalha, soldados que tinham lesões infestadas 
por larvas de moscas, apresentavam uma cicatrização mais rápida e eficiente comparada 
àquelas que não foram expostas às mesmas condições (Thomas et al., 1999; 
Fleischmann et al., 2004). 
Desse modo, a terapia larval (TL), que também é conhecida como 
desbridamento biológico, larvoterapia ou biocirurgia, consiste no tratamento de feridas, 
agudas ou crônicas, através da aplicação de larvas medicinais ou desinfectadas de 
moscas necrófagas (Diptera) mantidas em laboratório (Masiero et al., 2015a). A TL foi 
introduzida na medicina moderna pelo médico americano William Baer (Sherman, 




com sucesso casos de osteíte. Alguns pacientes desenvolveram tétano, levando-o a 
publicar um texto com recomendações sobre quais espécies utilizar e metodologias para 
desinfecção dos insetos, antes da realização do tratamento (Baer, 1931).  
Estudos clínicos iniciados nos anos 90 (Sherman et al., 1995) nos Estados 
Unidos da América e no Reino Unido (Thomas et al., 1999) contribuíram para a 
consolidação da TL como alternativa viável e segura em casos de feridas irresponsivas 
as abordagens convencionais (Mumcuoglu, 2001). A comprovação da eficiência do 
desbridamento associado ao menor risco de infecção pós-cirúrgica (Sherman et al., 
2001; Sherman, 2002; Sherman, 2003) permitiu, em 2004, a aprovação do uso de 
Lucilia sericata (Meigen) (Diptera: Calliphoridae) pelo U.S. Food and Drug 
Administration (FDA) (Cazander et al., 2013). A agência europeia European Medicines 
Agency (EMA) aprovou o uso da TL em 2010 para tratamento de úlceras em membros 
inferiores.  
Atualmente, mais de 20 países utilizam a TL no tratamento de feridas de difícil 
cicatrização (Masiero et al., 2017), sendo que, laboratórios norte americanos e europeus, 
tais como Biomonde® e Monarch Labs®, comercializam dispositivos contendo larvas 
medicinais prontas para a aplicação (Mumcuoglu, 2001).  
Na América do Sul, o uso da TL para tratar pacientes em hospitais ocorre no 
Chile, na Colômbia e no Brasil (Figueroa et al., 2006; Echeverri et al., 2010; Pinheiro et 
al., 2015).  
No Brasil, a aplicação da TL ainda é incipiente, sobretudo, devido aos estudos 
tardios com os dípteros distribuídos no país para este fim. Dentre as espécies de 
varejeiras de outras regiões do mundo, recomendadas para uso seguro na TL, estão 
Phormia regina (Meigen) e Lucilia sericata, a primeira encontrada somente em parte 
dos Estados Unidos e norte da Europa e a última, embora presente em nosso território, 
restringe-se a locais mais frios e de altitude elevada (Masiero et al., 2015a). Desse 
modo, os primeiros trabalhos brasileiros trataram de validar quais espécies poderiam ser 
selecionadas para a TL (Nassu e Thyssen, 2015), avaliar processos de desinfecção de 
ovos (Thyssen et al., 2013), investigar os mecanismos de ação das larvas medicinais 
(Masieiro et al., 2015b; Masieiro e Thyssen, 2016), avaliar o processo de reparação 




exossecreções (ESs) larvais frente à inibição de bactérias (Masiero et al., 2017) e 
protozoários (Aquino, 2017). 
O efeito benéfico das larvas medicinais no reparo de feridas ocorre mediante três 
mecanismos principais: desbridamento do tecido desvitalizado, estimulo à formação do 
tecido de granulação e ação antimicrobiana (Masiero et al., 2015b). O desbridamento 
ocorre durante a alimentação das larvas (devido ao atrito de seus ganchos orais) e 
através da locomoção das mesmas no leito da ferida (em função dos espinhos presentes 
no corpo, os quais rompem as crostas do tecido desvitalizado) (Marcondes, 2006). Essa 
limpeza mecânica está associada àquela realizada por enzimas proteolíticas que têm 
ação cicatrizante (Cazander et al., 2013), e ambas estimulam o surgimento do tecido de 
granulação (Mumcuoglu, 2001). Positivamente, os extratos totais de larvas, compostos 
predominantemente por lipídios, estimulam a proliferação de fibroblastos relevantes no 
processo de reparo tecidual (Fleischmann et al., 2004).  
Já a ação antimicrobiana ocorre através da liberação constante das exossecreções 
(ESs) larvais, compostas por uma variedade de componentes alcalinos, tais como 
proteases, DNAses, peptídeos antimicrobianos e ácidos graxos, todos com amplo 
espectro de ação na inibição de micro-organismos patogênicos (Simmons, 1935; 
Erdmann e Khalil, 1986; Thomas et al., 1999; Bexfield et al., 2004; Smith et al., 2006; 
Jaklic et al., 2008; Cazander et al., 2009; 2010; Arora et al., 2010; Barnes et al., 2010; 
Kruglikova e Chernysh, 2011; Jiang et al., 2012; Ratcliffe et al., 2015; Masiero et al., 
2017). Tal ação antimicrobiana foi inicialmente conferida à destruição do micro-
organismo decorrente da ingestão e degradação pelo sistema digestório dos imaturos 
(Robinson e Norwood, 1934; Mumcuoglu et al., 2001). Greenberg (1968) postulou que 
componentes antimicrobianos, ao menos em parte, seriam produzidos pela bactéria 
simbionte Proteus mirabilis que se encontra no interior das larvas. Posteriormente, 
Erdmann e Khalil (1986) isolaram duas substâncias antimicrobianas relacionadas a este 
micro-organismo procedente do trato digestório de Cochliomyia hominivorax.  
Diversos estudos evidenciam que as próprias ESs das larvas são capazes de 
reduzir a viabilidade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Simmons, 1935; 
Thomas et al., 1999; Bexfield et al., 2004; Kerridge et al., 2005; Bexfield et al., 2008; 
Van Der Plas et al., 2008; Cazander et al., 2009; Harris et al., 2009). Chegou-se a 




físico de “lavagem” proporcionada pelo excesso de fluídos produzidos pelas larvas 
(Sherman, 2014). A alcalinização da lesão, decorrente da atividade da amônia produzida 
pela digestão proteica, também foi apontado como mecanismo antimicrobiano das ESs 
(Robinson e Baker, 1939). Mas, com o avanço das técnicas moleculares e bioquímicas, 
pesquisadores foram capazes de isolar peptídeos produzidos por larvas de Lucilia 
sericata com atividade inibitória, inclusive sob cepas multirresistentes (Bexfield et al., 
2008), biofilmes bacterianos (Cazander et al., 2010) e protozoários (Polat et al., 2012).  
Čeřovský et al. (2010) sequenciaram o primeiro peptídeo antimicrobiano de 
Lucilia sericata, denominando-o de lucifensina. Valachová et al. (2014) demonstraram 
que a expressão desta defensina nas ESs independia, inclusive, de um contato prévio 
dos imaturos com os micro-organismos patogênicos. Outras espécies da família 
Calliphoridae foram investigadas e muitas outras moléculas de interesse puderam ser 
isoladas e purificadas, tais como: lucifencina II produzida por larvas de Lucilia cuprina 
(El Shazely et al., 2013); diptericina por larvas de Phormia terraenovae (Dimarcq et al., 
1988); alloferon, um antiviral produzido por larvas de Calliphora vicina (Chernysh et 
al., 2002); e a mais recente, sarconesina, por larvas de Sarconesiopsis magellanica 
(Díaz-Roa et al., 2018).    
A investigação de ações bactericidas e/ou bacteriostáticas de produtos 
produzidos por moscas necrófagas tem sido impulsionada devido à emergência de 
bactérias multirresistentes. Levando em consideração que larvas de moscas são, por 
vezes, difíceis de serem transportadas até os locais onde serão aplicadas nos pacientes e, 
adicionalmente, podem exigir um certo treinamento, por parte dos profissionais da área 
da saúde para aplicação, tem-se nas ESs uma solução bastante promissora para 







2.1  Geral 
 
i. Avaliar o potencial uso de larvas e seus produtos diretos (ESs) junto aos 
processos de reparação tecidual e inibição de crescimento bacteriano, in vitro e 
in vivo.  
 
 
2.2  Específicos 
 
i. Avaliar in vitro a estabilidade das ESs de larvas de Cochliomyia macellaria sob 
diferentes condições de armazenamento levando em conta o tempo de extração 
(0, 7 e 14 dias) e temperatura em que foram mantidas (ambiente, 10ºC, -20ºC e -
80ºC) para inibir o crescimento de Staphyloccocus aureus e Pseudomonas 
aeruginosa, bactérias frequentemente encontradas em feridas de difícil 
cicatrização; 
 
ii. Avaliar in vivo distintas abordagens para o tratamento de feridas infectadas, 
simultaneamente por Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, tais 
como: por TL clássica (isto é, a partir do uso de larvas), por ESs larvais de 












3.  Avaliação in vitro da estabilidade de secreções larvais de Cochliomyia macellaria 
(Fabricius, 1775) (Diptera: Calliphoridae) na inibição de Staphylococcus aureus e 
Pseudomonas aeruginosa 
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Resumo. Os registros cada vez mais frequentes de infecções causadas por bactérias 
resistentes a antibióticos impulsionam a busca por moléculas com ação antimicrobiana. 
Exossecreções (ESs) de larvas de moscas necrófagas constituem fonte rica de 
substâncias capazes de inibir o desenvolvimento de um amplo espectro de micro-
organismos patogênicos. No Brasil, as larvas da mosca Cochliomyia macellaria 
(Diptera, Calliphoridae) são comprovadamente eficientes e seguras para aplicação 
terapêutica, removendo apenas o tecido desvitalizado, desinfectando e estimulando a 
cicatrização do tecido viável. No presente estudo objetivou-se avaliar in vitro a 
estabilidade das ESs de larvas de C. macellaria sob diferentes condições de 
armazenamento levando em conta o tempo de extração (0, 7 e 14 dias) e a temperatura 
em que foram mantidas (ambiente, 10ºC, -20ºC e -80ºC) na inibição do crescimento de 
Staphyloccocus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 
bactérias frequentemente encontradas em feridas de difícil cicatrização. As ESs estéreis 
e com concentração de 0,1 mg/mL de proteínas foram obtidas de larvas de terceiro 




óticas (DO540) foram aferidas a cada uma hora no intervalo de 0-6h e após 24h. As ESs 
de C. macellaria possuem propriedades termoestáveis na inibição de S. aureus, podendo 
ser armazenadas em temperatura ambiente, 100C, -200C e -800C, durante pelo menos 14 
dias. Adicionalmente, possuem propriedades termoestáveis na inibição de P.aeruginosa, 
podendo ser armazenadas em temperatura ambiente, 100C e -200C, por 7 dias. Tais 
propriedades facilitam a viabilização de estudos clínicos randomizados e dão subsídios 
para o desenvolvimento de um agente tópico para tratar feridas infectadas. 
 
  





3.1 INTRODUÇÃO   
 
O uso excessivo ou incorreto de agentes antimicrobianos resultou no 
desenvolvimento de cepas bacterianas capazes de resistir as drogas disponíveis 
comercialmente (Józefiak e Engberg, 2017; Teh et al., 2017). Este fato tem 
impulsionado a busca por novas moléculas com ação antimicrobiana presentes em 
produtos naturais (Zhang et al., 2013). Componentes derivados de fontes naturais 
possuem a vantagem de apresentar menor gama de efeitos colaterais, em relação aos 
produtos sintetizados, devido as propriedades intrínsecas presentes no ambiente onde 
são naturalmente encontrados (Arora et al., 2010). 
No decorrer do seu processo evolutivo, os insetos se adaptaram a uma variedade de 
ambientes extremamente contaminados, produzindo peptídeos antimicrobianos (PAMs) 
com amplo espectro de ação (Čeřovský e Bém, 2014). Tratam-se de pequenas moléculas 
catiônicas capazes de formar canais de íons ou poros na parede e membranas 
bacterianas (Józefiak e Engberg, 2017).   
Particularmente, larvas de moscas necrófagas, por se desenvolverem em carcaças, 
tecido necrosado e material orgânico infectado, produzem e secretam potentes 
substâncias antimicrobianas (Teh et al., 2017). Adicionalmente, estudos científicos têm 
confirmado os efeitos benéficos do uso de larvas de moscas da família Calliphoridae na 
reparação tecidual de feridas infectadas (Morozov e Sherman, 2018). O mecanismo de 
ação envolvido na Terapia Larval (TL) não se restringe apenas à remoção do tecido 
desvitalizado, os componentes presentes nos produtos secretados e excretados, ou seja, 
nas exossecreções (ESs) larvais, têm apresentado efeito inibitório para um amplo 
espectro de micro-organismos patogênicos (Simmons, 1935; Erdmann e Khalil, 1986; 
Thomas et al., 1999; Bexfield et al., 2004; Smith et al., 2006; Jaklic et al., 2008; 
Cazander et al., 2009; Arora et al., 2010; Barnes et al., 2010; Kruglikova e Chernysh, 
2011; Jiang et al., 2012; Ratcliffe et al., 2015; Masiero et al., 2017).   
No Brasil, a competência da espécie Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) 
(Diptera: Calliphoridae) para aplicação terapêutica foi evidenciada por Masiero et al. 
(2015b), Nassu e Thyssen (2015) e Masiero e Thyssen (2016). Em trabalho 
subsequente, Masiero et al. (2017) demonstraram que as ESs de C. macellaria têm 




aeruginosa (ATCC 15442), em experimento com contagem direta de unidades 
formadoras de colônia (UFC). 
O uso das ESs apresenta potencial no desenvolvimento de agente tópico para tratar 
feridas infectadas (Zhang et al., 2013). Levando em consideração que larvas de moscas 
são, por vezes, difíceis de serem transportadas até os locais onde serão aplicadas nos 
pacientes e, adicionalmente, podem exigir um certo treinamento, por parte dos 
profissionais da área da saúde para aplicação, tem-se nas ESs uma solução bastante 
promissora para minimizar estes problemas. 
No presente estudo objetivou-se avaliar in vitro a estabilidade das ESs de larvas de 
Cochliomyia macellaria sob diferentes condições de armazenamento levando em conta 
o tempo de extração (0, 7 e 14 dias) e temperatura em que foram mantidas (ambiente, 
10ºC, -20ºC e -80ºC) na inibição do crescimento de Staphyloccocus aureus (ATCC 
25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), bactérias frequentemente 
encontradas nas feridas infectadas. 
 
3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Obtenção das larvas medicinais 
Gerações de C. macellaria foram estabelecidas em laboratório a partir de coletas 
em ambiente natural (estado de São Paulo, Brasil, 22°54´21´´ S, 47°03´39´´ W) usando 
armadilhas apropriadas (Moretti et al., 2009), as quais continham iscas de fígado bovino 
cru para atrair fêmeas grávidas. Os espécimes coletados foram transportados até o 
Laboratório de Entomologia Integrativa (LEI), temporariamente contidos com baixa 
temperatura (-20°C) por três minutos, identificados com do uso de chave taxonômica 
(Grella e Thyssen, 2011), colocados dentro de gaiolas plásticas e mantidos sob 
condições controladas (27±1°C, 70±10% UR e 12:12h).  
Os procedimentos para garantir a manutenção e o desenvolvimento de diferentes 
gerações de moscas em laboratório foram os mesmos descritos por Masieiro et al 
(2019). Para a realização dos experimentos, fêmeas adultas foram estimuladas com 
carne bovina moída crua a realizarem ovipostura. Os ovos obtidos foram retirados do 




climática a 25°C por 12 h, até a eclosão das larvas. Os imaturos foram alimentados com 
carne moída bovina crua e mantidas sob as mesmas condições controladas dos adultos 
por 72 h. 
 
3.2.2 Obtenção das ESs 
As ESs foram obtidas de acordo com protocolo publicado por Masiero et al 
(2017). As larvas com idade de 96 h foram removidas do substrato alimentar, lavadas 
em água destilada estéril, para remoção de resíduos alimentares, acondicionadas em 
salina estéril e mantidas em banho-maria a 37°C, sem iluminação, por 1h. O produto 
obtido foi centrifugado a 10.000g a 4°C por 10 min e o sobrenadante foi esterilizado 
com filtro bacteriológico malha de 0,45 μm.  
 
3.2.3 Determinação da concentração de proteínas e armazenagem da ES  
 A concentração de proteínas das ESs foi determinada pelo método de Bradford 
(Bradford et al., 1976), utilizando albumina como branco. A concentração proteica final 
foi ajustada para 0,1 mg/mL de acordo com resultados obtidos em testes preliminares 
que avaliaram a concentração mínima inibitória em relação as bactérias selecionadas 
para os ensaios turbidométricos. Alíquotas das ESs ajustadas foram colocadas nas 
seguintes condições: (i-iv) ES armazenada por 12 h (Dia 0) em temperatura ambiente, 
10°C, -20°C e -80°C; (v-viii) ES armazenada por 7 dias (Dia 7) em temperatura 
ambiente, 10°C, -20°C e -80°C; (ix-xii) ES armazena por 14 dias (Dia 14) em 
temperatura ambiente, 10°C, -20°C e -80°C.  
 
 3.2.4 Preparação das suspensões bacterianas 
Cepas das bactérias Staphyloccocus aureus (ATCC 25.923) e Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC 27.853) foram cedidas pelo Laboratório de Virulência Bacteriana do 
Departamento de Genética, Evolução, Microbiologia e Imunologia da UNICAMP. As 
suspensões bacterianas foram obtidas a partir de culturas semeadas por esgotamento em 
meio BHI (Brain Heart Infusion) ágar e incubadas overnight à 37°C. Posteriormente, 




inoculadas em 10 mL de caldo LB (Luria-Bertani) e incubadas overnight a 37°C. Após 
cultivo e incubação em meio LB, as suspenções foram ajustadas para 0,5 McFarland 
(aproximadamente 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Colônias por mL) e confirmadas 
com auxílio de espectofotômetro (DO620). 
  
3.2.5 Análise da concentração inibitória mínima (MIC) 
As drogas antimicrobianas utilizadas nos grupos Controle dos experimentos foram 
definidas após realização de antibiograma por método de disco difusão, de acordo com 
recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). As cepas 
bacterianas selecionadas apresentaram maior sensibilidade à Ampicilina para 
Staphylococcus aureus, e Ciprofloxacina para Pseudomonas aeruginosa.  
O MIC foi determinado utilizando-se o método padronizado de microdiluição em 
caldo, conforme recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratories 
Standards (NCCLS, 2003). Para os ensaios de avaliação da estabilidade das ESs na 
inibição bacteriana, as drogas foram diluídas em água destilada estéril até a 
concentração final de 10 mg/mL. 
 
3.2.6 Avaliação da estabilidade das ESs na inibição bacteriana 
Ensaios turbidométricos (TB) monitoram o crescimento bacteriano de acordo 
com as mudanças na densidade óptica (DO) de pequenos volumes de suspensões 
contendo as bactérias de interesse. O aumento na DO está relacionada ao aumento na 
quantidade de células presentes na suspenção e é um indicativo efetivo para determinar 
a atividade inibitória das ESs (Thomas et al., 1999; Bexfield et al., 2004).    
As amostras foram distribuídas em placas de microtitulação de 96 poços e os 
grupos experimentais foram constituídos por colunas com 4 réplicas (N=4) seguindo a 
seguinte ordenação: (i) Meio de cultura LB estéril, (ii) LB com salina (1:1), (iii) LB 
com suspenção bacteriana (1:1), (iv) Droga antimicrobiana com suspenção bacteriana 
(1:1), (v) ES armazenada em temperatura ambiente com suspenção bacteriana (1:1), (vi) 
ES armazenada a 10°C com suspenção bacteriana (1:1); (vii) ES armazenada a -20°C 
com suspenção bacteriana (1:1), (viii) ES armazenada a -80°C com suspenção 




Para avaliar a estabilidade da atividade das ESs na inibição de S. aureus e P. 
aeruginosa, foram realizados ensaios turbidométricos (TB) e observadas as mudanças 
na densidade óptica (DO) dos grupos experimentais em três momentos distintos: No dia 
seguinte à extração das ESs (dia 0), após 7 e 14 dias de armazenamento nas diferentes 
temperaturas. As leituras das absorbâncias foram realizadas no equipamento Cytation™ 
5, utilizando filtro de 540 nm, a cada 1 h por 6 h consecutivas e após 24 h de incubação 
a 37°C. 
 
 3.2.7 Análise dos resultados 
A análise estatística avaliou se houve diferença na inibição bacteriana após 
variações nas temperaturas e tempo de armazenamento das ESs. Foi utilizada a função 
PROC GLM (General Linear Models) do programa R™ (R Core team, 2017). Os dados 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de dois fatores seguida do teste post 
hoc de Tukey para comparações múltiplas. Os fatores analisados levaram em 
consideração as diferentes temperaturas de armazenamento e os distintos intervalos 
tempo na obtenção das ESs. Diferenças entre os valores médios foram consideradas 




As diferentes temperaturas as quais as ESs de Cochliomyia macellaria foram 
submetidas não interferiram significativamente na inibição de Staphylococcus aureus 
em até 6 h de contato com a bactéria (fig. 1). A inibição desta bactéria foi efetiva no 
intervalo de 4 a 6 h de incubação. O tempo de armazenamento de até 14 dias não 
comprometeu a atividade inibitória das ESs em até 6 h de contato com S. aureus (fig. 1). 
Após 24 h de contato com esta bactéria as ESs, na concentração de 0,1 mg/mL de 
proteínas totais, não demonstraram atividade inibitória. 
Em temperatura ambiente, 100C e -200C, as ESs de C. macellaria mantiveram 
atividade inibitória após 24 h de contato com a bactéria Pseudomonas aeruginosa (fig. 
2). O tempo de armazenamento de até 7 dias não interferiu na inibição das ESs sob a 




Cochliomyia macellaria, na concentração de 0,1 mg/mL de proteínas totais, 





A termoestabilidade da ação antimicrobiana de fluídos larvais de moscas 
necrófagas, utilizadas na terapia larval, já foi descrita na literatura. Bexfield et al (2004) 
reportaram a estabilidade térmica dos fatores antimicrobianos das ESs de L. sericata 
(Meigen) (Diptera: Calliphoridae) após ensaios turbidométricos que testaram a variação 
de -80°C para temperatura ambiente, congelando e descongelando as amostras por dez 
vezes seguidas. Ratcliffe et al (2015) reportaram a estabilidade térmica das ESs de C. 
megacephala (Diptera: Calliphoridae) utilizando a mesma metodologia de Bexfield. 
Sendo que, o primeiro estudo avaliou a inibição de S. aureus resistente à meticilina 
(MRSA), e o segundo as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Serratia 
marcescens. 
O presente estudo testou apenas uma ATCC de cada bactéria de interesse. 
Estudos subsequentes devem contemplar um número maior de cepas para avaliar se 
variações nos micro-organismos interferem na atividade das ESs, uma vez que feridas 
de difícil cicatrização são consideradas polimicrobianas (Mohamed, 2015).   
Os resultados obtidos sugerem que os componentes antimicrobianos presentes 
nas ESs larvais de C. macellaria são termoestáveis e que é possível armazená-las por 14 
dias sem que percam propriedades inibitórias ao crescimento de S. aureus nas primeiras 
6 h de contato com este patógeno. Após 24 h, as ESs perdem a capacidade de inibição 
deste agente Gram positivo, indicando uma atividade bacteriostática, como o reportado 
por Masieiro et al (2017). 
Em relação à P. aeruginosa, o efeito inibitório foi mais tardio provavelmente em 
razão das diferenças intrínsecas na estrutura da parede celular deste agente Gram 
negativo. Apesar de tardia (observado a partir de 6h de incubação), a inibição foi mais 
efetiva para esta bactéria, indicando uma atividade bactericida. 
A estabilidade apresentada pelas ESs de C. macellaria corrobora com a ideia de 
que o efeito antimicrobiano das ESs estão associados, predominantemente, aos PAMs 




Huberman et al., 2007; Bexfield et al., 2008; Margolin e Gialanella, 2010; Čeřovský et 
al., 2011; Shazely et al., 2013; Čeřovský & Bém, 2014; Gordya et al., 2017; Józefiak & 
Engberg, 2017; Díaz-Roa et al., 2018), levando-se em consideração que pequenos 
peptídeos são mais estáveis e menos tóxicos (Józefiak & Engberg, 2017).  
 Os próximos trabalhos devem consistir na completa caracterização química das 
ESs para tornar possível a identificação, isolamento e purificação de suas moléculas 
ativas para posterior análise das concentrações mais adequadas na inibição bacteriana 
com o mínimo de citotoxicidade.  
   
3.5 CONCLUSÕES 
 
 As ESs de C. macellaria são termoestáveis. Podem ser armazenadas em 
temperatura ambiente, geladeira ou freezer, durante 7 dias. Dentro destas condições, não 
haverá alterações significativas nas propriedades inibitórias dos dois patógenos mais 
relevantes encontrados em feridas de difícil cicatrização. Tal característica facilitará a 
viabilização de estudos clínicos randomizados com ESs e dará subsídios para o 
desenvolvimento de um novo agente tópico com propriedades antimicrobianas. 
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Figura 1. Atividade das ESs de Cochliomyia macellaria com concentração de 0,1 
mg/mL de proteínas contra Staphylococcus aureus as 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 h. 
 
 
Letras maiúsculas iguais indicam que não há diferença significativa (quando p> 0,05) em 
relação ao intervalo de tempo em que as ES foram produzidas. Letras minúsculas iguais indicam 
que não há diferença significativa (quando p> 0,05) em relação às condições (temperaturas) de 




Figura 2. Atividade das ESs de Cochliomyia macellaria com concentração de 0,1 
mg/mL de proteínas contra Pseudomonas aeruginosa as 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 h. 
 
Letras maiúsculas iguais indicam que não há diferença significativa (quando p> 0,05) em 
relação ao intervalo de tempo em que as ESs foram produzidas. Letras minúsculas iguais 
indicam que não há diferença significativa (quando p> 0,05) em relação às condições 
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Resumo. Feridas de difícil cicatrização acometem pacientes portadores de diabetes, 
queimaduras, acidentes de trânsito, úlceras de pressão, câncer e fasciíte necrozante. 
Quando não tratadas adequadamente, constituem ambiente propício à colonização de 
bactérias patogênicas, produtoras de biofilme, prejudiciais ao processo de reparação 
tecidual, tais como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. A Terapia 
Larval (TL) apresenta benefícios no manejo de feridas infectadas e é aplicada em 
centenas de clínicas no mundo todo. Adicionalmente, estudos têm demonstrado que 
exossecreções (ES) de larvas necrófagas (Diptera: Calliphoridae) apresentam potencial 
antimicrobiano, cicatrizante e imunomodulatório. No presente estudo foram avaliados 
os tratamentos por TL clássica (isto é, o uso de larvas medicinais), por ESs larvais de 
Cochliomyia macellaria (Fabricius) e papaína em gel 10% considerando a qualidade e o 
tempo de tratamento para a cicatrização de lesões tegumentares infectadas em ratos 
Wistar, os quais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=6): Terapia larval 




duraram 48 h e foram avaliados quanto a características macroscópicas e microscópicas. 
As lesões tratadas com TL e ES apresentaram reparo tecidual mais avançado em relação 
a PP e CONT. A aplicação das larvas de C. macellaria ou de seus produtos (ESs) 
promovem uma cicatrização mais rápida do que agentes terapêuticos convencionais, tal 
como a papaína em gel. 
 





Feridas de difícil cicatrização são frequentes em pacientes com deficiência 
vascular, portadores de doenças crônicas e em casos de perda extensiva de tecido por 
queimadura ou trauma (Van der Plas et al., 2010). A colonização destas lesões é uma 
complicação severa, especialmente na infecção em que estão presentes micro-organismos 
resistentes aos agentes antimicrobianos ou produtores biofilmes bacterianos (Sherman, 
2009; Van der Plas et al., 2010; Góngora et al., 2015). A presença destes micro-
organismos na ferida compromete todo o complexo processo de reparo tecidual (Van der 
Plas et al., 2007). Estudos utilizando técnicas moleculares demonstraram que biofilmes 
patogênicos, em feridas de difícil cicatrização, possuem a predominância das bactérias 
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Bohova et al., 2014).  
Agentes tópicos são substâncias aplicadas em feridas com o objetivo de promover 
sua cicatrização (Dealey, 1996). A papaína em gel é um agente tópico, amplamente 
utilizado na rotina clínica, constituído principalmente de enzimas proteolíticas e 
peroxidases (Leite et al., 2012).  Estas substâncias atuam como desbridante químico, anti-
inflamatório, reduzindo o pH da ferida e gerando um micro-ambiente desfavorável ao 
crescimento de micro-organismos patogênicos (Silva, 2003).  A terapia larval (TL) 
consiste na aplicação de larvas desinfectadas de moscas necrófagas (Diptera), mantidas 
em laboratório, em feridas de difícil cicatrização para promover a remoção 
(desbridamento) do tecido desvitalizado, a desinfecção da ferida e o estímulo à formação 
do tecido de granulação (Sherman et al., 2000).  O uso intencional e controlado destes 




20 países, principalmente no Reino Unido, na Alemanha, nos Estados Unidos da América 
e em Israel (Marcondes, 2006). As investigações acerca dos mecanismos de ação 
envolvidos nas respostas clínicas da TL levaram à identificação de moléculas 
secretadas/excretadas pelas larvas (exossecreções) com potencial antimicrobiano, 
cicatrizante e imunomodulatório (Cazander, et al., 2013). O uso das exossecreções (ESs) 
como agente tópico possui vantagens sob o uso de larvas: (i) obtenção de um produto 
uniforme; (ii) maior facilidade na aplicação; (iii) possibilidade de tratar lesões com 
contra-indicação para o uso de larvas; (iv) maior aceitação por parte dos profissionais de 
saúde e dos pacientes (Sherman et al., 2000).   
O presente trabalho objetivou avaliar in vivo distintas abordagens para o tratamento 
de feridas infectadas, simultaneamente por Staphylococcus aureus e Pseudomonas 
aeruginosa, tais como: por TL clássica (isto é, a partir do uso de larvas), por ESs larvais 
de Cochliomyia macellaria (Fabricius), e por papaína em gel. 
 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Modelos animais e grupos experimentais  
 O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 
Universidade de Campinas (CEUA-UNICAMP), sob o registro n°4580-1/2017 e 
envolveu 25 ratos Wistar (Rattus norvegicus alvinus, Rodentia, Mammalia), machos, de 
15 semanas de idade, com peso aproximado de 250g, oriundos do Centro 
Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB).  
Os ratos foram individualizados e mantidos em gaiolas plásticas em ambiente 
controlado à 22±2°C, fotoperíodo de 12:12 h, ração e água ad libitum. O período de 
ambientação foi de sete dias, após montaram-se 4 grupos experimentais, cada um 
contendo 6 animais (n=6).  
Os grupos experimentais foram denominados: Terapia Larval (TL) para os 
animais em que foram aplicadas 20 larvas medicinais, mantidas por 48 h com auxílio de 
curativo conforme Nassu e Thyssen (2015); Exossecreções (ES)  para os animais que 
receberam duas aplicações tópicas de 400μl de ESs (concentração de proteína total = 4,5 




receberam duas aplicações tópicas de 400μl de solução fisiológica, uma a cada 24 h; 
Papaína (PP) para os animais que receberam duas aplicações tópicas de 400μl de 
papaína em gel 10%, uma a cada 24h. A papaína foi obtida por manipulação em 
farmácia especializada.  
 
4.2.2 Indução de ferida infectada  
 Para obter as lesões infectadas, os animais foram anestesiados com a 
administração intraperitoneal de cloridrato de cetamina 10% (75 mg/kg) e xilazina 2% 
(10 mg/kg), tricotomizados na região dorsal e submetidos à aplicação subcutânea não-
transfixante de 1 mL de solução de fisiológica estéril com uma concentração de 10-3 
UFC/mL de S. aureus + P. aeruginosa, conforme protocolo aprovado pelo CEUA-
UNICAMP. As cepas das bactérias Staphyloccocus aureus (ATCC 25.923) e 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27.853) foram cedidas pelo Laboratório de Virulência 
Bacteriana do Departamento de Genética, Evolução, Microbiologia e Imunologia da 
UNICAMP. As culturas foram obtidas após semeadura por esgotamento em meio BHI 
(Brain Heart Infusion) ágar e incubação overnight à 37°C. Posteriormente, três a quatro 
colônias, com morfologia típica e semelhantes entre si, foram selecionadas, inoculadas 
em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas overnight a 37°C.  
 
4.2.3 Obtenção das ESs 
Gerações de C. macellaria foram estabelecidas a partir de coletas em ambiente 
natural usando armadilhas apropriadas (Moretti et al., 2009), as quais continham iscas 
de fígado bovino cru para atrair fêmeas grávidas. Os espécimes coletados foram 
transportados até o Laboratório de Entomologia Integrativa (LEI), temporariamente 
contidos com baixa temperatura (-20°C) por três minutos, identificados com do uso de 
chave taxonômica (Grella e Thyssen, 2011), colocados dentro de gaiolas plásticas e 
mantidos sob condições controladas (27±1°C, 70±10% UR e 12:12h). Os 
procedimentos para garantir a manutenção e o desenvolvimento de diferentes gerações 
de moscas em laboratório foram os mesmos descritos por Masiero et al. (2019). Para a 
realização dos experimentos, fêmeas adultas foram estimuladas com carne bovina 




auxílio de pincel e depositados em papel filtro, no interior de câmara climática a 25°C 
por 12 h, até a eclosão das larvas. Os imaturos foram alimentados com carne moída 
bovina crua e mantidas sob as mesmas condições controladas dos adultos por 72 h. As 
ESs foram obtidas seguindo protocolo publicado por Masiero et al. (2017). As larvas 
com idade de 96 h foram removidas do substrato alimentar, lavadas em água destilada 
estéril, para remoção de resíduos alimentares, acondicionadas em salina estéril e 
mantidas em banho-maria a 37°C, sem iluminação, por 1h. O produto obtido foi 
centrifugado a 10.000g a 4°C por 10 min e o sobrenadante foi esterilizado com filtro 
bacteriológico malha de 0,45 μm.  
 
4.2.4 Obtenção das larvas medicinais 
Fêmeas adultas de C. macellaria, estabelecidas em laboratório, foram 
estimuladas com carne bovina moída crua a realizarem ovipostura. Os ovos obtidos 
foram retirados do substrato com auxílio de pincel e desinfectados com hipoclorito de 
sódio 1% (NaClO) (Thyssen et al., 2013). Após a desinfecção, os ovos foram mantidos 
em câmara climática a 25°C por 12 h até a eclosão e aplicação. 
 
4.2.5 Parâmetros avaliados 
A coleta de material microbiológico das feridas de todos os animais foi realizada 
momentos antes do início dos tratamentos (dia 0). O exsudato coletado com auxílio de 
swab estéril foi semeado em ¼ de placas com meio de cultura BHI, identificados e 
incubados a 37°C por 24 e 48 h.    
A caracterização macroscópica do processo de reparo tecidual seguiu o proposto 
por Masiero et al (2015 b). Compreendeu registro fotográfico, cálculo de percentual de 
cicatrização e avaliação utilizando a escala Pressure Ulcer Scale for Healing (PUSH) 
(National Pressure Ulcer Advisory Panel, 1998), ferramenta validada para acompanhar 
o processo de reparo tecidual de feridas. A ferramenta abrange parâmetros como: área 
(em cm2), quantidade de exsudato (0: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: abundante) e 
tipo de tecido: fechado-  ferida coberta com epitélio; tecido epitelial- tecido róseo ou 
brilhante que se desenvolve nas bordas da ferida; tecido de granulação- tecido róseo ou 




à ferida e apresenta crostas; tecido necrótico- de coloração preta, marrom ou castanha 
que adere à ferida (0: fechado; 1: tecido epitelial; 2: tecido de granulação; 3: esfacelo; 4: 
tecido necrótico). 
Outros critérios de avaliação foram incluídos na avaliação das lesões tais como: 
tipo de exsudato- (0) ausente, (1) aquoso, (2) sanguinolento, (3) purulento; 
profundidade- (1) superficial ou parcial, quando atinge apenas a epiderme podendo 
chegar à derme sem, no entanto, atravessá-la e (2) profunda ou total quando, além das 
camadas superiores pode envolver também, os tecidos subcutâneo e muscular; e a 
coloração predominante do tecido: (0) vermelho; (1) rosado; (2) amarelo; (3) marrom. 
O percentual de cicatrização da lesão foi feito através da mensuração da área 
superficial das feridas. As mudanças progressivas no tamanho foram registradas nos 
momentos 0, 3, 5, 7 e 12 dias após o início dos tratamentos. A área da ferida foi 
calculada usando o software Zen® da Zeiss®. 
A taxa de cicatrização (TC) representa o percentual de redução da ferida em 
relação ao tamanho da ferida antes do início dos tratamentos, calculada através da 
fórmula: 
TC=A(i)–A(f) x100 
             A(i)  
Onde: A(i)= área da ferida no dia zero, isto é, antes do tratamento; A(f)= área da ferida 
no último dia de avaliação (após 12 dias do início dos tratamentos).  
A coleta de material para análise histopatológica foi realizada em todos os 
grupos experimentais no terceiro, sétimo e décimo segundo dia após o início dos 
tratamentos.  Uma das feridas foi coletada no momento 0 h, ou seja, após a ferida 
infectada estar formada e imediatamente antes do início dos tratamentos.  
As amostras histológicas foram coletadas com auxílio de tesoura cirúrgica, 
fixadas em paraformaldeído 4% tamponado (PH= 7,4), processadas rotineiramente, 
embebidas em parafina, cortadas com 5 μm de espessura, coradas com hematoxilina-
eosina (HE), para observação dos tipos celulares presentes nas feridas, e sirius-red (SR), 
para análise da presença e grau de orientação das fibras de colágeno. O material foi 






4.3.1 Avaliação das feridas 
Na cultura microbiológica das feridas foi possível observar a formação de 
colônias características das bactérias selecionadas (fig.1). Quando bem estabelecidas, as 
colônias de P. aeruginosa liberam pigmento esverdeado, tornando evidente sua 
presença (Phillips et al., 2010). 
Os registros macroscópicos das superfícies das lesões geraram uma imagem 
representativa da evolução da cicatrização por tipo e dia de tratamento (fig. 2). Após 12 
dias de iniciados os tratamentos, os grupos submetidos à TL e ES não apresentavam 
exsudato, enquanto PP e CONT possuíam exsudato purulento. O grupo CONT 
apresentava tecido desvitalizado (esfacelo) em quantidade moderada, característica 
indicativa de processo de reparo tecidual ainda em fase inflamatória (inicial).  
O percentual de redução das feridas obtidos após os 12 dias de iniciados os 
tratamentos foram TL = 18,5%, ES = 6,3%, PP = 3,7% e CONT = 9,5% (fig. 5). 
Na avaliação das feridas utilizando a escala PUSH (tabela 1), as primeiras 
observações ocorreram no momento anterior à aplicação dos tratamentos (dia 0), sendo 
evidenciadas em todos os grupos experimentais lesões profundas, com exsudato 
purulento, esfacelo e moderada quantidade de tecido desvitalizado. No terceiro dia, após 
o início dos tratamentos, as feridas estavam profundas com predominância de esfacelo, 
leve quantidade de exsudato em todos os grupos, sendo que, os grupos TOP e CONT 
apresentavam exsudato purulento e os grupos TL e ES exsudato ausente ou aquoso. No 
quinto dia, as lesões permaneciam profundas, a quantidade e o aspecto do exsudato 
eram semelhantes ao observado no dia 3. No sétimo dia, o tecido predominante em 
CONT e PP era esfacelo e havia presença de exsudato purulento, enquanto TL e ES 
apresentavam predominância de tecido de granulação e exsudato aquoso ou ausente. No 
12 dia, os grupos TL e ES não evidenciavam a presença de exsudato, estavam 
superficiais, com tecido de granulação e reepitelização das bordas. Os grupos PP e 
CONT apresentavam áreas de esfacelo e leve quantidade de exsudato purulento.  
Globalmente, as observações macroscópicas revelaram que nas lesões do grupo 




ES e depois pelo grupo PP. O grupo CONT apresentou maior quantidade de 
características relacionadas à um processo de cicatrização tardio ou inicial.   
 
4.3.2 Análise histopatológica 
 
Quatro grupos patológicos puderam ser caracterizados: 
 
• Grupo I (Inflamação): Presença de extensa área de ulceração (abrangendo 
derme, tecido subcutâneo e muscular) com predominância de células 
inflamatórias e ausência de fibroblastos e fibras de colágeno. 
• Grupo I/P (Inflamação/proliferação): Presença de ulceração abrangendo derme e 
subcutâneo, infiltrado de células inflamatórias associado com proliferação de 
fibroblastos e fibras de colágeno. 
• Grupo P (Proliferação): Presença de ulceração abrangendo derme e subcutâneo, 
com predominância de fibroblastos e fibras de colágeno não 
organizadas/orientadas.   
• Grupo P/M (Proliferação/maturação): Presença de ulceração restrita à derme, 
com predominância de fibroblastos e fibras de colágeno organizadas/orientadas. 
 
As análises histopatológicas revelaram que, após 3 dias de iniciados os 
tratamentos, todas as feridas pertenciam ao Grupo I por apresentarem 
predominantemente características de fase inflamatória do processo de reparação 
tecidual. Com 7 dias de iniciados os tratamentos, todas as feridas pertenciam ao 
Grupo I/P por apresentarem características mistas de fase inflamatória e 
proliferativa. Após 12 dias de iniciados os tratamentos, foi possível observar que TL 
e ES apresentaram um processo de reparo tecidual mais avançado em relação à PP e 
CONT (fig. 3 e 4). As feridas tratadas com TL e ES evidenciavam predominância de 
fibroblastos e presença de fibras de colágeno orientadas, o que corresponde ao início 
da fase de maturação (Grupo P/M).  As feridas tratadas com PP evidenciaram 
predominância de fibroblastos e fibras de colágenos não orientadas, características 
da fase de proliferação celular (Grupo P). As feridas que não receberam tratamento 
(CONT) permaneceram com características da fase inflamatória, evidenciadas pela 






Os avanços tecnológicos na medicina aumentaram a expectativa de vida da 
população, tornando cada vez mais frequentes doenças crônicas que prejudicam a 
cicatrização de feridas (Sherman, 2009). A colonização destas lesões é uma 
complicação severa, especialmente quando estão presentes micro-organismos resistentes 
aos agentes antimicrobianos ou produtores biofilmes bacterianos (Sherman, 2009; Van 
der Plas et al., 2010; Góngora et al., 2014).  
A TL é uma abordagem eficiente e segura no tratamento de feridas infectadas que 
foi redescoberta após a emergência de patógenos multirresistentes (Zhang et al., 2013). 
Os produtos derivados de larvas medicinais fornecem substâncias que contribuem no 
desbridamento/remoção do tecido desvitalizado (Nigam et al., 2010), na desinfecção de 
feridas (Čeřovský et al., 2010; Valachová et al., 2014) e na proliferação de células 
endoteliais (Bexfield et al., 2010).  
As ESs de C. macellaria apresentam potencial cicatrizante (Masiero et al., 2015) e 
antimicrobiano (Masiero et al., 2017). Esta espécie possui ampla distribuição geográfica 
na região neotropical da América (Ferreira, 1983; Baumgartner e Greenberg, 1985, 
Dear, 1985), representando uma opção viável para utilização no Brasil no tratamento de 
feridas. 
Este estudo não testou diferentes concentrações de proteínas totais das ESs. Como 
ocorre em outros tipos de tratamentos tópicos, possivelmente uma maior concentração 
dos produtos larvais seja benéfico para o processo de reparo tecidual.  Segundo Smith et 
al.  (2006), o efeito cicatrizante das ESs de L. sericata é dose-dependente e a 
concentração mais alta testada (50 μg/mL) foi a que apresentou o melhor resultado no 
que se refere a cicatrização. Testes in vitro preliminares com ES de C. macellaria 
evidenciaram inibição bacteriana quando utilizadas concentrações próximas a 100 
μg/mL de proteína total. 
A progressão da cicatrização foi documentada utilizando escala PUSH, que avalia 
mudanças ocorridas nas feridas em determinado intervalo de tempo (Almeida et al., 
2014). As análises desta ferramenta corroboraram com os achados histopatológicos. 
Ambos os parâmetros demonstraram uma maior eficiência no reparo tecidual após 




tratamentos, TL apresentou maior quantidade de indicadores relacionados a um 
processo de cicatrização mais avançado em relação a ES. Mumcuoglu (2001) já havia 
reportado que, tanto o uso de larvas aplicadas diretamente na ferida, quanto o de larvas 
dentro de dispositivos permeáveis (Biobag), são efetivas na cicatrização, porém o tempo 
de tratamento é reduzido quando as larvas podem realizar o desbridamento mecânico e 
químico ao mesmo tempo.    
O percentual de cicatrização foi o único parâmetro em que CONT apresentou 
resultado mais satisfatório do que ES. Segundo este indicativo, a redução da área 
superficial das feridas não tratadas foi maior do que das feridas tratadas com ESs e PP. 
O tamanho superficial de uma lesão é um parâmetro intuitivo, especialmente para o 
portador da ferida, que anseia pela rápida diminuição visual da área lesionada. Este 
estudo demonstrou que o percentual de cicatrização não deve ser utilizado isoladamente 
e que as feridas não devem ser analisadas tendo como base apenas o tamanho superficial 




A prevalência de feridas infectadas de difícil cicatrização tende a aumentar numa 
população cada vez mais idosa e portadora de doenças crônicas. Tratamentos eficientes 
e de baixo custo serão cada vez mais necessários. Os resultados obtidos no presente 
trabalho confirmam o potencial terapêutico do uso de larvas e ESs de C. macellaria no 
tratamento de feridas infectadas. É importante que a avaliação das lesões seja feita com 
ferramentas específicas, como a escala PUSH, para evitar erros no monitoramento da 
cicatrização. Futuros isolamentos e caracterizações dos componentes cicatrizantes e 
antimicrobianos das ESs são promissores para que a TL constitua uma opção de 
tratamento, com maior aceitação por parte dos profissionais da saúde e dos pacientes. 
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Figura 1. Aspectos das colônias de Staphylococcus aureus + Pseudomonas aeruginosa 












Figura 3. Análise histopatológica (HE) de feridas infectadas durante processo de reparo 
tecidual após tratamento com: (i) terapia larval (TL); (ii) exossecreções larvais (ES); 
(iii) papaína 10% (PP); (iv) sem tratamento (CONT), nos dias 3, 7 e 12 do experimento. 
Sendo: (I) inflamação; (P) proliferação; (M) maturação; **células inflamatórias; +++ 





Figura 4. Análise histopatológica (SR) de feridas infectadas durante processo de reparo 
tecidual após tratamento com: (i) terapia larval (TL); (ii) exossecreções larvais (ES); 
(iii) papaína 10% (PP); (iv) sem tratamento (CONT), nos dias 3, 7 e 12 do experimento. 
Sendo: (I) inflamação; (P) proliferação; (M) maturação; **células inflamatórias; +++ 







Figura 5. Taxa de cicatrização (TC) (%) após aplicação dos tratamentos: terapia larval 
(TL); exossecreções larvais (ES); papaína em gel 10% (PP); e controle (CONT), ao 














































Tabela 1. Avaliação de feridas infectadas em ratos Wistar tratados com Terapia larval (TL); Exossecreções larvais (ES); Papaína 10% (PP); e salina (CONT), nos dias 0, 3, 5, 1 
7, e 12, após aplicação dos tratamentos.  2 
 Área (cm2) Profundidade 
Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d 
TL 4,1±0,8 10,6±1,8 11,9±2,9 9,6±1,7 3,3±0,9 TL 2±0 2±0 2±0 2±0 1±0 
ES 4,2±0,8 8,5±1,9 10,3±1,5 8,2±1,6 3,9±0,8 ES 2±0 2±0 2±0 2±0 1±0 
PP 4,0±0,5 9,6±1,8 13,4±0,9 9,4±1,3 3,8±0,5 PP 2±0 2±0 2±0 2±0 2±0 
CONT 4,1±0,5 8,3±1,8 11,3±3,2 7,0±1,3 3,7±1,5 CONT 2±0 2±0 2±0 2±0 2±0 
Quantidade de exsudato Tipo de exsudato 
Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d 
TL 1,8±0,7 0,2±0,4 0,2±0,5 0,5±0,6 0±0 TL 3±0 0,2±0,4 0,2±0,5 0,5±0,6 0±0 
ES 2,3±0,8 0,3±0,5 0,2±0,5 0,5±0,6 0,5±0,7 ES 3±0 0,3±0,5 0,2±0,5 0,6±0,7 0,5±0,7 
PP 2±0,8 0,5±0,5 0,2±0,5 1±0 1±0 PP 3±0 1,5±1,6 0,8±1,5 2,5±1 3±0 
CONT 2,7±0,5 0,8±0,7 0,5±0,6 1,5±0,6 0,5±0,7 CONT 3±0 1,9±1,5 1,5±1,7 2,2±0,9 1,5±2,1 
Tipo de tecido Coloração do tecido 
Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d Tratamentos 0d 3d 5d 7d 12d 
TL 3±0 2,3±0,5 2,2±0,3 1,9±0,5 1,5±0 TL 2±0 1,5±0 0,75±0,9 0,5±0,6 0±0 
ES 3±0 2,6±0,2 2,4±0,2 1,9±0,5 1,5±0 ES 2±0 1,5±0 1±0,7 0,6±0,7 0,2±0,3 
PP 3±0 2,9±0,2 2,6±0,2 2,5±0 2,5±0 PP 2±0 1,6±0,2 1±0 0,8±0,5 1±0 
CONT 3±0 3±0 2,6±0,5 2,5±0 2±0,7 CONT 2±0 1,8±0,3 1,4±0,9 1±0 0,5±0,7 
 3 
Profundidade: 0 = sem dano; 1 = superficial ou parcial; 2 = profundo 4 
Quantidade de Exsudato: 0=ausente; 1=leve; 2= moderado; 3= abundante 5 
Tipo de exsudato: 0=ausente; 1 = aquoso; 2 = sanguinolento; 3 = seroso/purulento 6 
Tipo de Tecido: 0 = fechado; 1 = tecido epitelial; 2 = tecido de granulação; 3 = esfacelo; 4 = tecido necrótico 7 







5. Conclusões Gerais 
 
O tratamento das feridas que não cicatrizam tem sido um grande desafio no campo 
médico atualmente. Vários estudos e registros hospitalares ao redor do mundo têm 
mostrado que a Terapia Larval (TL) pode ser uma promissora opção para o tratamento 
de feridas de diversas etiologias, em especial aquelas pouco ou não responsivas às 
terapias convencionais. A mosca neotropical Cochliomyia macellaria apresenta 
potencial terapêutico na aplicação direta das larvas e no uso tópico de seus produtos, 
denominado exossecreções (ESs). As ESs de C. macellaria são termoestáveis, podendo 
ser armazenadas em temperatura ambiente, geladeira ou freezer, por 7 dias, que 
continuarão inibindo dois patógenos presentes em feridas de difícil cicatrização. A 
caracterização e o isolamento dos componentes ativos produzidos pelos imaturos pode 
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